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要約
　追熟過程の バ ナナ果肉および果皮 に、主 として 2種の 酸性 α 一グ ル コ シ ダ ーゼ （AAG ）が存
在 し、こ れ らは、塩 を含まな い 中性緩衝液で抽出され る可溶性型酵素 （SAAG ）お よび0．2　M 以
上 の NaCl を含む中性緩衝液で 抽出され る細胞壁結合型酵素 （BAAG ）で あ っ た 。 総 AAG 活性
に対する SAAG お よび BAAG の 活性比率 は、それ ぞれ、48，0％、42．1％で あり、この ほか に塩
を含んだ中性緩衝液で は抽出されな い 酵素が 9．9％存在 した、成熟 した黄色バ ナナか ら SAAG と
BAAG を順次抽出し、Con 　A −Sepharose　tSよび Sephadex（M50 カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ーに より、
それぞれ744倍 （回収率7．8％）、264倍 （回収率 13，4％）に精製 した。それ ぞれの 分子量 は SAAG
が約 70，000、BAAG は約 90，000で あ っ た 。 こ れらの 酵素は共通して マ ル トース を最 もよ く分解
し
、
マ ル トオ リゴ 糖 も分解す る典型的なマ ル タ ーゼ で ある こ とが 明 らか とな っ た 。 しか し 、 長
鎖 マ ル トオ リゴ糖 （G5− G7）に対する分解効率 （Vmax ／Km ）は SAAG よりも BAAG の 方が低
か っ た 。
略語
AAG ：酸性 α 一グル コ シ ダーゼ （Acid α 一glucosidase），SAAG ：可溶性型酸性 α 一グ ル コ シ ダ ー
ゼ （Soluble　acid α 一glucosidase）， BAAG ：細胞壁結合型酸性 α ・グル コ シ ダーゼ （Cell　wall −bound
acid α 一glucosidase），NAG ：中性 α 一グ ル コ シ ダーゼ （Neutral α 一glucosidase），4MU α G ： 4 −
Methylumbellifery1α 一D −glucoside
序論
　バ ナナ （Musa 　sapientUm 　L ）は 、5 千年か ら 1万年以上 も前か ら栽培 されて い るバ シ ョ ウ科
に属する多年草で 、原産地 は東南 ア ジ ア で あ ると言われ て い る 。 バ ナ ナ は約300種類 もの野生
種 が知 られて い るが、商業用 に栽培 されて い る もの は20種類程度で ある 。 仙人種やキ ャ ベ ンデ
ィ ッ シ ュ 種 な ど の 生食用の もの と、ツ ン ドク種な どの 料理用の もの が あ るが、そ の 中で も病虫
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害に 強 く、高収量で 甘み の 強い キ ャ ベ ンデ ィ ッ シ ュ 種が輸出用 として世界各地で栽培 されて い
る 。 日本で は、1903年に台湾か ら初め て輸入 され、1960年代に 自由化 されて 以後、エ ク ア ドル 、
フ ィ リピ ン より大量に輸入 され、日常 的に食 されるように なっ た 。バ ナナは 多 くの炭水化物 や
ビ タ ミ ン 、 ミネラ ル 、食物繊維を含む栄養価の 高い 食物で あり、最近で は、子 どもの成長や ス
ポ ーツ 選手の エ ネル ギー補給 、 また 、 病後の体力回復に優れた効果がある こ とが報告 されて い
る （中村 1991，日本バ ナナ輸入組合 1992）。
　果実の 収穫後における成熟現象 は追熟 と呼 ばれ、こ れは エ チ レ ン に より促進 され る 。 追熟期
間中に は果皮の 色の 変化、果肉の 軟化、芳香の形成、呼吸の上昇などの生化学的な変化が見ら
れ る 。 こ の 呼吸 の 上昇をク ラ イ マ クテ リ ッ ク ラ イズ と言 う。こ の ような呼吸の パ タ ーン を示 す
果実をク ライ マ クテ リ ッ ク型の 果実 と言い 、バ ナナの 他 に リン ゴ 、 メ ロ ン 、 キ ウ イ 、 ナ シ な ど
が含まれ る （伊藤 1991，緒方 1988，下川 1988）。 バ ナナ果肉の デン プン含量は 、ク ラ イマ ク テ
リ ッ ク期の 前後で約20％ か ら 1 ％以下 に 激減 し、それに 伴い グ ル コ ース や フ ル ク トース 、ス ク
ロ ース が増加す るなど著 しい デ ン フ
゜
ン代謝が見 られ る （Young　et　a玉．1974，　Ma   ott 　1980）。 その
際、ア ミラ ーゼな どの デ ンプン分解酵素の活性が上 昇す る こ とが知 られて い る （You   et　aL
1974，Desai　et　al．1978，　Mao 　et　aL　1981）が 、 α ・グ ル コ シ ダ ーゼ に つ い て は 、追熟過程で の 活
性の 変化 を調 べ た報告 （Garcia　et　a1．1988）が あるの みで ある 。
　小西 ら （1991， 1992， Kitazato　et　al．1991）は こ れまで バ ナナの α 一グ ル コ シ ダーゼ に酸性 お よ
び中性 α 一グ ル コ シ ダ ーゼ （AAG 、　 NAG ）が存在 し 、　 AAG は マ ル トース や マ ル トオ リゴ糖を分
解する典型的な マ ル ターゼ で あ り、NAG は 4　−Methylumbelliferylα 一D −glucoside （4MU α G ）の
よ うな人工基質 を分解す る酵素で あ る こ と を明らか に して い る 。 本研究で は AAG の 抽 出条件を
検討 して い る過程で 、 バ ナ ナに は低 イオ ン強度の 緩衝液で 抽出 され る可溶 性型 AAG （SAAG ）
と、高イオ ン強度で 抽出 される細胞壁結合型 AAG （BAAG ）の 存在が認め られた 。 そ こで 、 バ
ナ ナ果肉お よび 果皮 に含まれる両酵素の 抽出条件を検討 し、酵素学的性質を明 ら か にする こ と
を目的と した 。
材料と方法
バ ナナ試料
　バ ナ ナ （Musa 　sapientUm 　L ）は
一般小売店 よ り購入 し、果肉、果皮 ともに 中央部を実験に使
用 し た 。酵素 の 精製 に用い た試料は 同 じ房か ら得た もの を使用 した 。 緑色バ ナナ は大阪南部合
同青果株式会社貿易部よりエ チ レ ン ガス処理後の もの を購 入 した。
試薬
　 4−Methylumbel1逓eryl α 一D−glucoside，　Methyl α 一D −glucoside，　Glycogen ，　Trehalose は Sigma社
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の 製品を用 い 、Maltose（G2），Maltotriose（G3）．Maltotetraose（G4），Maltopentaose（G5），Malto−
hexose（G6）， Maltoheptose（G7），Isomaユtose，　Sucrose，　Pullulanは （株）林原生物化学研究所か ら
購入 した 。 Con　A −Sepharose，　Sephadex　G150，　Gel　filtration　calibration 　kitは Amarsham 　Pharmacia
Biotech社か ら入手 した 。
α 一グル コ シダーゼ活性測定法
　AAG 活性 は pH 　4，5で 4MU α G （0．ユmM ）を基質と して 測定 した （Konishi　et 　al．1991）。 酵素 1
単位（U）は37℃ で 1分間当た り1μmol の 4−Methylumbelliferoneを生成する酵素量 と した 。
　精製 した AAG は G2
− G7を基質 と して活性を測定 し、37℃ で 1 分当た り1　y　mol の グ リ コ シ ド
結合を分解する酵素量 を1U とし た。生成 したグ ル コ ース は （｝lucoseoXidase−peroXidase法 に よ り
定量 を行 っ た 。
タンパ ク質定量法
　タ ン パ ク質は色素結合法 （Read　et　a1．1981）によ っ て 定量 し た。標準溶液に は、　Bovine　semm
albumin （Sigma ）を用 い た 。
酵素の抽出
SAAG の 抽出
　バ ナナ 果肉お よび果皮に 重量の 1．5− 2倍 の 50　mM 　Hepes　buffer［pH 　7．0，20　mM 　Cysteine，
1％ Polyvinylpyrrlidone（PVP ）25を含む］（buffer　A ）を加え、Ultra−Turrax を用い て ホ モ ジ ナ イ ズ
した 。 こ れを 4 ℃、20，000× g で 20分 間遠心分離 し、上清液を採取 した 。 沈殿物 は buEfer　A に
懸濁 させ 、再度遠心分離 し得 られた上 清液 を採取 した。こ の 操作 を 8 回行 い SAAG を得 た。 こ
れ らの 抽 出操作 は O− 4℃ で 行 っ た 。
BAAG の抽 出
　SAAG を抽出 した残渣 に、それぞれ 0．2−−1　M 　NaCl、3　M 　liCl、1％ Triton）X−100を含む buffer
A で 4回抽出を行 い BAAG を得た 。 これ らの 抽出操作は 0− 4℃ で 行 っ た 。
SAAG と BAAG の精製
　バ ナナ果肉200g か ら抽出した SAAG お よび BAAG （1　M 　NaCl を含む buffer　A を使用）を25
mM 　Hepes 　buffer（pH 　7．0，20　mM 　Cysteine．1％ PVP25を含む ）（buffer　B）で 一晩透析 し、
以下の 方法で精製した。操作は全 て 0− 4℃ で 行 っ た 、
1．濃縮
　SAAG と BAAG をそ れ ぞれ60％硫安、25％ Polyethy】ene 　glycol（PEG ）4000で塩析 させ 、 1
時間放置後、 4 ℃ 、20，000Xg で30分間遠心 分離 し、沈殿物 を得 た。その 後、少量 の 50mM
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Sodium　phosphate　buffer［pH 　7．0，2mM 　Dithiothreitol（DTT ），0．1MNaCl を 含 む ］（buffer
C）に溶解 させ 、同緩衝液 で 一晩透析 した 。
2．Con　A −Sepharose　カ ラム ク ロ マ トグラ フ ィ ー
　1で得 られた画分 を Con　A −Sepharoseカ ラ ム （1．5× 20　cm ）に吸着 させ た後、カ ラ ム 体積分
の buffer　C で カ ラ ム を洗浄 し た 。 酵素は 15mM 　Methyl α 一glucosideを含む 同緩衝液で溶出 し た 。
流速 は25mL ／h で 、1tUbe当た り6mL また は 8　mL ずつ 採取 した。得 られ た全て の フ ラ ク シ ョ
ン に つ い て α 一グ ル コ シ ダーゼ活性を測定 し た 。
3 ．Sephadex　G −150カ ラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ ー
　 2で 溶出 された SAAG お よ び BAAG 画分は PM −10　membrane （Amicon）を用 い て 低速遠心
し、濃縮 した後 、 Sephadex（｝150カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー ［カ ラ ム サ イズ ：1．5× 49　cm 、移
動 相 ：50　mM 　Sodium　phosphate　buffer（pH　7．0 ， 0．4　mM 　D
’l　r，　O．　2　mM 　Ethylenediaminete−
traacetic　acid （EDTA ）， O．　1　M 　NaCl を含む）、流速 ：12　mL ／h］で 精製 を行 っ た。得 られた全
て の フ ラク シ ョ ンに つ い て α 一グル コ シ ダーゼ活性 とス ク ラ ーゼ活性 を測定 した 。 また、それ ら
の酵素の 分子量は、あらか じめ リボヌ ク レ ァ ーゼ A （分子量 13，700）、キモ トリプ シ ノーゲ ン A
（25，000）、オ ボア ル ブ ミ ン （43，000）、牛血清 ア ル ブ ミ ン （67，000）、ア ル ドラ ーゼ （158，000）
の 標準タ ン パ ク質で作成 し た検量線か ら求めた 。
Km と Vmax の 測定
　精製 し た SAAG と BAAG の Km と Vmax は 、 0．25− 15　mM の G2− G7および0．18− 3．56　mM
4MU αG を基質 とし て 60分間、37℃ で 反応 させ 、反応速度 （v ）と基質濃度（S）の 逆数プ ロ ッ トか
ら求め た 。
結果
可溶性および細胞壁結合型酵素の 抽出
　Table　1に示す よ うに、黄色バ ナ ナ果肉か ら順次 SAAG （Fr．1− 8 ） と BAAG （Fr．9− 12）
を抽出した結果 、 SAAG 画分は 1．49　mU ／g （48．0％）、BAAG 画分は 1．31　mU ／g （42．1％〉、残渣
に は0，31mU ／g （9．9％）の 活性が認め られた 。 また、　SAAG と BAAG は果肉 だけで な く果皮
に も存在 した。各 フ ラ ク シ ョ ン を buffer　B で 透析 す ると、　SAAG 活性 は高 くな っ た が 、　BAAG
活性は ほ とん ど変わ らなか っ た （Table　2）。 透析に よ る SAAG 活性の 上昇は 、　AAG の 阻害剤
で あ るグ ル コ ース の除去に よる もの と考 えられる （Konishi　et　al．1992）。
　次 に、緑色バ ナ ナと黄色バ ナナを用い て、0．2M お よび1　M 　NaCl、3MLiCl 、1％ Triton）C−100
で抽出 され る BAAG 活性 を比較、検討 した 。　Table　3 に示すよ う に 、　BAAG は塩の 種類に 関係
な く抽出 され、緑色バ ナナ と黄色バ ナ ナ の SAAG 活性 をそれぞれ 100％ とす る と 、　 BAAG 活性
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1 Extraction of  AAG  from a ripe yellow banana pulp.
Fraction
(mU/g)AAG
 activity(%)
Soluble (SAAG)
Cell wal1  assosiated
 Ionically bound
 Residue
(BAAG)
1.49
1.31O.
 31
48. 0
42.1
 9.9
  SAAG  was  extracted  eight  times with buffer A
extracted  four times with the same  buffer coritaining 1
 then BAAG
M  NaCl.
was
Table 2SAAG  and  BAAG  activities  from  a  ripe  yellow banana pulp and  peel.
       AAG  activity
Before dialysis
(mU/g)
  Afterdialysis
SAAG  from pulp
BAAG  from pulp
SAAG  from peel
BAAG  from peel
1.072.
 752.
 912.39
3.152.624.502.13
 SAAG
extractedwas
 extra ¢ted with buffer A  from
with the same  buffer containing  1banana
 pulp and  peel, then BAAG  was
M  NaCl, and  dialyzed against  buffer B.
Table  3Extraction of SAAG  and  BAAG  from a  tipe yellow banana pulp.
Extraction buffer       
AAG  activity
Green banana
(mU/g)
 Yellow banana
SAAGBuffer  A O. 94± O. 21(100%)O.  51 ± O. 02(100%)
BAAGButfer  A  +O. 2 M  NaCl 1. 70 (181%) 1.64 (322%)
BAAGBuffer  A  +  1M  NaCl 1. 99 (212%) L61 (316%)
BAAGBuffer  A  +  3 M  LiCl 2. 05 (218%) L71 (335%)
BAAGBuffer  A  +  1%  'Iliton  X-100 O.12 ( 13%) O.26 (51%)
  From  a  ripe yellow banana  pulp, SAAG  was  extracted  three times with  buffer A, then BAAG
was  extracted  three times with the same  buffer containing  the salts or  1% 'Ititon  X-100
indicated. [[he values  are mean  ±  SE of  four different experiments.
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は緑バ ナ ナで約 2倍 、 黄色バ ナ ナ で 約 3 倍で あ っ た 。 しか し、界面活性剤で あ るTriton）C−100
で はほ とんど抽出 されなか っ た 。
　さらに エ チ レ ン処理後の バ ナナの 果皮 の 色が緑色か ら黄色に変化する追熟期間中、果肉、果
皮 ともに SAAG と BAAG は存在 し、追熟 が進む に つ れて果皮の SAAG と BAAG 活性 は増加す
る傾向に、果肉で は逆 に減少 する傾向に あ っ た （Fig．1）。
25
翁 20
量1，
：晝
舘
1°
朝 5
0
Green Green　tip
　Peel　color
Yellow
十 SAAG 　from　pulp
− ■ト BAAG 　from　pulp
− O − SAAG 　from　peel
− ● − BAAG 　from　peel
Fig，1　Change　in　SAAG 　and 　BAAG 　activities 　in　ripening 　bananas．
粗 SAAG 、　 BAAG の至適 pH と熱安定性
　Fig．2 に粗 SAAG （粗抽出液）、粗 BAAG （粗抽出液）の pH一活性曲線を示す 。 粗 SAAG には
NAG 活性が含まれ る の で 、　pH 一活性曲線は 2相性を示 した 。 粗 SAAG を加熱処理 （55℃ で 5分
間）す ると、pH 　4．5で最大活性を示 し、同時 に pH 　6．5付近 に活 性を示す NAG が消滅 した 。 す
なわち、SAAG は NAG よ りも熱 に安定で あ る と示唆 され た 。 粗 BAAG で は pH 　4．5に最大活性
を示す曲線が 得 られた こ とか ら、NAG 活性が存在 しない こ とが 明 らか とな っ た 。 以 上の よ うに、
黄色バ ナナの SAAG の至適 pH は、緑 色バ ナナ果肉の SAAG （Konishi　et　a1．1992）と同 じ4．5
で あっ た。次 に 、SAAG お よび BAAG の 熱安定性を比較測定 を行 っ た 。 両酵素を40− 80℃ で 5
分 間熱処理 後、残存活性 を pH 　4．5で 測 定 し た結果、50％ の 残存活性 を示す温度 は ともに 62℃
で あっ た 。
Con　A −Sepharose カラム との親和性
　Fig．3 に示す ように 、果肉お よび果皮か ら抽出した SAAG と BAAG はともに Con 　A−Sepharese
カ ラ ム に 吸着 し、15mM 　Methyl α 一glucosideに よ っ て溶出 された 。 以上の 結果より、い ずれの
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Fig．2　Effect　of　pH 　on 　SAAG 　and 　BAAG 　activities ．
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　Fig。3Con 　A −Sepharose　column 　chromatographies 　of　SAAG 　and 　BAAG 　from　a　ripe 　yellow
banana　pulp 　and 　peel．
一 19一
工工一leotronio 　 ibra y 　
Shukugawa Gakuin College
NII-Electronic Library Service
hukugawa 　 akuin 　 ollege
酵素も Con　A に親和性を持つ 糖 タ ン パ ク 質で あるこ とが示唆 された 。
SAAG と BAAG の精製
　以上の よ うな結果を考慮 し た上 で 、黄色バ ナナ果 肉か ら SAAG と BAAG の精製を行 っ た 。
PEG 　4000で 濃縮 した BAAG はすべ て Con　A に吸着 し、15mM 　Methyl α 一glucoside に よっ て溶
出 された 。 また、デ ータに は示 さな い が 、 ス ク ラーゼ も BAAG と同 じパ タ ーン で 溶出 された。
一方、SAAG は全活性の約 50％ が非吸着画分 に溶出 した 。 さらに精製 を行 うため、　Con　A カ ラ
ム に吸着 した SAAG 画分を Sephadex　G −150カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ーに供 した 。 分子量を測定
した結果 、SAAG は約 70，000、　 BAAG は約90，000、 ス ク ラ ーゼ は約45 ，000で あ っ た 。こ の 段階 で
BAAG と ス ク ラーゼ を分離する こ とがで きた 。　 SAAG は最終的に 744倍 に、　 BAAG は 264倍に精
製され、回収率は SAAG が 7．8％、　 BAAG が 13．4％ で あ っ た （Table 　4， 5 ）。
Table　4　Purification　of　SAAG 　from　a　ripe 　yellow 　banana　pulp．
Step
Protein　 Total　activity 　Recovery 　 Specific　activity 　 Purification
（mg ）　　　 （mU ）　　　 （％）　　 （mU ／mg 　protein）　　（−fold）
Crude　extract
Ammonium 　suifate
Con　A・Sepharose
Sephadex 　G −150
227181
　0．682
　0．0236
17634473
。313
．7
10019541
。6
　 7．8
0．78
　1．90107580
．5
　 1
　 2．4137744
Table　 5　 Purification　of　BAAG 　from　a　ripe 　yellow 　banana　pulp．
Step
Protein　 Total　activity　Recovery 　 Specific　activity 　 Purification
（mg ）　　　 （mU ）　　　 （％）　　 （mU ／mg 　Protein ）　　（−fold）
Crude　extract
PEG 　4000
Con　A 尸Sepharose
Sephadex　G−150
53．837
．60
．3360
．0273
24820264
．333
．2
10081
．525
．913
．4
17βU34516　
　
∩
ロ
ー
　
　
12
　
　
　
1
　 1
　 1．241
．6264
SAAG と BAAG の基質特異性
　基質 G2− G7、 イ ソマ ル トース 、ス ク ロ ース および トレ ハ ロ ース の 最終濃度 を10　mM と し、
可溶性デ ン プン とグ リ コ ーゲン 、プル ラ ン を0．4％ と して 、基質特異性 を測定 した 。 その結果 、
SAAG と BAAG は と もに マ ル トース を最 もよく分解す る典型的なマ ル タ ーゼで あ り、マ ル トオ
リゴ糖もある程度分解 した。G2の 分解率を100％ とすると、SAAG に よるイ ソ マ ル トース の分解
率は 5．1％、グ リコ ーゲ ン は 4．0％、デ ンプ ン は8．9％で あっ た。SAAG に よる可溶性デ ン プ ン の
分解率は 、 以前 に精製した緑色バ ナナ SAAG の 分解率 （38．0％）に 比 べ ると低か っ た （Konishi
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 久本 ：バ ナナ の 酸性 a ・グル コ シ ダ ゼー の 性質
et　al．1992）。 一方 、 精製 した BAAG はグ リ コ ーゲ ン を2．6％分解 した の に対 し、イソ マ ル トー
ス 、 トレ ハ ロ ース 、デン プン は全 く分解 されなか っ た。ス ク ロ ース とプル ラ ン は と もに両酵素
に よっ て 分解 されな か っ た。
Km と Vmax
　Table　6 に示 すように、　SAAG の マ ル トース に 対する Km 値 は 2．　O　mM で 、基質の グ ル コ ース
の 重合度 が高くな る と順に小 さくなっ た が、G；で再び大き くな っ た。一方 、　BAAG の マ ル トー
ス に対す る Km 値 は1．25　mM で 、　 Km 値は G4まで順 に小 さ くな り 、　 G ，か らは逆 に 大 きくな っ
た （Table　6）。 4MU αG を基質とした と きの Km 値は、両酵素 とも同じで あ っ た 。 酵素の 触媒
反応 は Vmax と 1（m で決定 されるが、両酵素の性質を比較するた め各基質に対する Vmax ／Km
（反応効率）を計算し 、 さ らに G2を基準 （100％）と して 、　G3− G7の 相対値 を算 出 し た。　Fig．4
に示 すよ うに、BAAG は G厂 G4に対す るVmax ノ  比 は SAAG と同程度で あ っ た が、　G5− G7
に対する値は急激に小 さくな っ た。
Table　6　 Kinetic　parameters 　of　SAAG 　and 　BAAG 　purified　from　a　ripe 　yellow　banana　pulp ．
Substrate
Yellow　banana
SAAG ” BAAG ”
Green　banana
　 SAAG ＊
G2G3G4G5G6G74MU
α G
Vmax （μmol ／min ／mg 　protein）
71．4（100　％）
55。6（　77．9％）
50．0（　70，0％）
33．3（　46．6％）
31．3（　43．8％）
26．3（　36．8％）
6。6（　9．2％）
125．0（100　％）
50。0（　40．0％）
43．5（　34．8％）
32．3（　25．8％）
29．4（　23．5％）
25．0（　20．0％）
　4．5（　3．6％）
20．5（100　　％）
12．4（60．5％）
11．6（　56．6％）
11．1（　54．1％）
10．0（　48．7％）
9．7（　47．2％）
2．1（　10．2％）
Km （mM ）
G2G3G4G5G6G74MU
α G
2．001
．431
．250
．910
．780
．830
．91
1．250
．480
．430
．611
．432
．000
。93
1。000
．620
．570
．420
．570
．701
．40
Ma正tose，　 malto −oligosaccharides （G3− G7）（0。25− 15　mM ）and 　4MU α G （0．18− 3．56　mM ）
were 　incubated　with 　SAAG （46μU ）or　BAAG （50μ U）in　the　presence　of　l30　mM 　citrate −
phosphate 　buffer（pH 　4．5）and 　O．04％ BSA 　in　a　total　volume 　of　50　u　L，　Reac廿on 　（37℃ ， 60　min ）
was 　started 　by　the　addition 　of　substrates
，
　stopped 　by　heat （100℃ ， 3min）， and 　the　Iiberated
glucose　was 　measured 　by　the　glucose　oXidaseperoXidase 　method ．　The　Vmax 　and 　Km 　values
were 　calculated 　by　doul）le　reciproca1 　plots．（★ Konishi　et　al．1992，★ ★Konishi　et　a1．2001）
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G7　tt
G6
Gs
G3
’G4
一◎− Yellow　banana　SAAG
十 Yellow　banana　BAAG
十 Green　banana 　SAAG
　Fig．4The 　Vmax ／Km 　ratios 　of　the　purified　SAAG 　and 　BAAG 　for　maltose 　and 　malto −
oligosaccharides ．
　The 　Vmax ／Km 　of　SAAG 　and 　BAAG 　for　maltose （G2）and 　malto −oligosaccharides （G3− G7）
were 　calculated 　from　the　data　shown 　in　Table　6．　Each 　of　the　ratios 　was 　compared 　with
maltose 　as 　100％，
考察
1）存在様式の異 なる 3 つ の酸性 α 一グル コ シダーゼ
　SAAG は NAG や α 一ア ミ ラ ーゼ と同様に塩 を含まない 中性緩衝液で 抽 出で きた が 、　 BAAG を
抽出する に は0．2M 以 上 の NaC1 を必要 と した 。 こ の こ とか ら、　 SAAG と BAAG は細胞内で の
存在様式が 異なる と考 え られ る 。 イ ネ培養細胞の α 一グ ル コ シ ダ
ーゼ （Yamasaki 　et　al．1985，
1987a，1987b）、朽齢 語n 漉 ra 　L．、イチゴ 、　Arabidopsis　thalianaの 葉 、　Solanum　tUberosurnの イ
ン ベ ル タ ーゼ （RufEner　et　al，1990，　 Ranwala　et　al．1992，　Tang　et　al．1996，　Isla　et　al．1999）、トマ
ト、 パ パ イヤ の ペ ル オキシ ダ
ーゼ （Evans　1990，　Silva　et　a1，1990）な どに可溶性酵素と結合型酵
素が存在す る こ とが知 られて い る。一般に細胞壁 に結合 して い る酵素は イオ ン強度 を高 めると
遊離する （Yamasaki　et　al．1985，　Tateishi　et 　al．1996）。バ ナナ の 果肉か ら BAAG を抽出するには
NaC1や LiClな どの 塩を必 要と し た こ とか ら、　 BAAG は細胞壁の 構成成分 に イオ ン結合 し て い
る こ とが示唆される。さらに 、細胞壁結合型酵素あ る い は糖 タ ン パ ク質 は
一般 に2− 3M の 塩を
含む溶液で 抽出されて い る （McDougall　1997）が、　BAAG は 0．2M と比較的低濃度の NaCl で
抽出 された ことか ら 、 細胞壁 とは弱 く結合 して い ると考え られる 。
　黄色バ ナ ナ果肉に は、SAAG と BAAG 以外に、塩で抽 出 されない 細胞壁 に非イオ ン結合型の
AAG が 9．9％存在 した （Table　1）。 こ の よ うな可溶性型 、細胞壁イオ ン 結合型 および細胞壁非
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イオ ン結合型 の 3種 の 酵素の 存在 は、リ ン ゴの キ シ ロ グ ル カ ン エ ン ド トラ ン ス グ リ コ シ ラ ーゼ
（Percy　et 　al．1996）や Salanum 加berosum　tuberの イ ン ベ ル ターゼ （lsla　et　al．1999）、 マ ス ク メ
ロ ン の 酸性 イ ン ベ ル タ ーゼ （Ranwala　et　al．　1991） に お い て も報 告 され て い る。　Salanurn
tUberosum 　 tuber の イ ン ベ ル ターゼ は細胞壁 を酵素処理 する こ とに よ っ て、また、マ ス ク メ ロ
ン の 酸性 イ ン ベ ル タ ーゼ は EDTA によ っ て 結合型酵素は遊離 される 。　Aspergillus　kawvachiiの
β一グ ル コ シ ダ
ーゼ は 1％ Sodium　dodecyl　sulfate （SDS ） を加 えて 加熱 し、さらに 変性させ ない
と細胞壁か ら分離されな い （lwashita　et　al．1998）。バ ナナの 細胞壁非 イオン結合型 AAG の 結合様
式につ い て は 、現在の とこ ろ解明 されて い ない 。
　細胞壁空間と道管内部、細胞間隙は合わせ て ア ポ プ ラ ス トと呼ばれ、こ の ア ポプ ラ ス トの pH
は 常に 細胞質の pH より低 く 、 果実 な どで酸や糖が蓄積 され るときはアポプ ラ ス トの pH は 3−
4にな り （桜井 1997）、ア ポプラ ス トには ポ リガ ラ ク ツ ロ ナ ーゼや ガ ラ ク トシ ダーゼ など様 々 な
多糖類関連酵素が存在する こ とが知 られて い る （桜井 1996）。 バ ナナ で はデ ン プ ン の 分解が軟
化の 直接的原因とな っ て い る可 能性が あるが 、デ ン プン の 分解前 に細胞壁多糖類が分解 されは
じめ て お り、これ らの 細胞壁多糖類 の 分解が α 一ア ミラーゼの果肉組織内での 易動性に関与する
と考え られて い る （桜井 ら 1994）。バ ナナの BAAG もア ポプ ラ ス トに存在する と思 われ るが 、
細胞壁の外側か 内側 、 あ る い は 中に分布 して い るの かは今後の 課題 で ある。
2 ）バ ナ ナ の SAAG と BAAG の酵素学的性質の違い
　千葉 （1988）は微生物、動物、植物起源 の α 一グル コ シ ダ ーゼ を基質特異性の 特徴に よ っ て以
下の 3 つ の グ ル ープに分類 して い る 。
　（1）合成配糖体やス ク ロ ース の よ うな heterogeneousな基質に対 し大き い 水 解力 をもつ グ
　　　ル ープ
　（2）マ ル トオ リゴ糖の ような homogeneousな基質に対し大き い 水解力 をもつ グ ル ープ
　（3）低分子基質 に対す る作用は（2）の グル ープに近 い がデ ンプ ンや グ リ コ ーゲ ンの よ うな高
　　　分子基質に対して も水解力をもつ グル ープ
　黄色バ ナナ の SAAG と BAAG はマ ル トース や マ ル トオ リゴ糖を分解 し、グ リ コ ーゲ ン や デ ン
プ ン の よ うな高分 子基質はほ とん ど分解 しな い の で 、（2 ）の グ ル ープに属す ると考 え られ る 。
しか し、マ ル トオ リゴ糖 に 対する Vmax ／Km 比が両酵素で か な り異な る こと、さ らに分子量の
違 い か ら、SAAG と BAAG 酵素は それ ぞれ異な る 酵素で あ る と考 え ら れる。
3 ）SAAG と BAAG の 生理学的役割
　バ ナ ナ の 果肉中に は、デ ン プ ン やグ ル コ ース は存在する が、SAAG や BAAG の 基質 とな るマ
ル トース はほ とん ど存在 しない （Adisa　et 　al．1982＞。さらに、　 SAAG と BAAG は デ ン プ ン をほ
とん ど分解 しな い こ とか ら、これ らの 酵素 はデ ン プ ン その もの に は作用せ ず、α 一ア ミラ ーゼや
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β一ア ミ ラ
ーゼ に よっ て生 じた マ ル トオ リゴ糖やマ ル トース にすばや く作用 し、グ ル コ ース を生
成 し て い ると考 えられ る 。 デ ータ には示 さな い が 、α 一ア ミ ラーゼ は SAAG と同 じ可 溶性と して
抽出され るの で 、これ ら 2 つ の酵素は互 い にデ ン プン分解に共役 して い る もの と考えられ る。
すなわち、SAAG は ア ミラーゼ に よっ て 分解 されたデ ン プ ン の 低分子化に主 と して 関与 して い
る もの と考えられ る。一方、BAAG は SAAG よりもデ ン プ ン 分解の 初期 に生ずる長鎖マ ル トオ
リゴ糖 （G5− G ，）に対する分解効率 （Vmax ／Km 比）が低 い こ と、お よび存在部位が SAAG と
は異 なるこ とか ら、BAAG はそ の 後の低分子化 （マ ル タ ーゼ 的性質）に 関与し て い る の で は な
い か と推測される。
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